PCT WELTORG ANISATION FOR CEISTIGES EIGENTUM 

' Internationales BOro N£OK 
INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VPRTR ah fTRFR iStc 
INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBtCT 'PES PA^i^^S^>Cn 



(51> Internationale Patentklassifikation 6 

C12N 5/06, 5/08, C12M 3/06, A61L 27/00 



Al 



(11) Internationale VerdfTenUichungsnummer: WO 97/46665 



(43) Internationales 

Verfflentiichungsdatum : 



(21) Internationales Aktenzeichen: 

(22) Internationales Anmeldedatum: 



PCT/CH97/00220 
2. Juni 1997 (02.06.97) 



(30) Prioritatsdaten: 
1408/96 



4. Juni 1996 (04.06.96) 



CH 



(71) Anmelder {fur allt Bestimmungsstaaten ausser US): SULZER 
I ORTHOPEDICS LTD. [CH/CHJ; Postfach 65, CH-8404 

Wintcrthur (CH). 

I (72) Erfinder; und 

I (75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): RIESER, Franz [CH/CHh 
Ddrfstrasse 51, CH-8542 Wiesendangen (CH). MOLLEr' 
Werner [CH/CH); Wannenstrasse 6, CH-8542 Wiesendan- 
gen (CH). BITTMANN, Pedro (CH/CH]; Seminarstrasse 46 
CH-8057 Zurich (CH). MAINIL-VARLET. Pierre [CH/CH]-' 
Wildstrasse 9, CH-3005 Bern (CH). SAAGER, Christoph P* 
[CH/CH]; Obere Schmiede, CH-3055 Frieswil (CH). 

I (74) Anwalt: FREI PATENTANWALTSBtfRO; Postfach 786 CH 
! 8029 ZQrich (CH). 



ll.Dezember 1997 (1 1.12.97) 



(81) Bestimmungsstaaten: JP, US, europaisches Patent (AT BE. 
CH. DE. DK, ES. FI, FR, GB. OR, IE, IT, LU. MQ NL 
PT, SE). 



Veroflentlicht 

Mil internaiionatem Recherchenberichl. 



I (54) Title: METHOD FOR MAKING CARTILAGE AND IMPLANTS 
(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON KNORPELGEWEBE UND VON IMPLANTATEN 
(57) Abstract 

The method described serves for in vitro 
production of cartilage and of implants consisting 
at least partially of cartilage. It is based on living 
cells that are able to form an extracellular matrix 
of cartilage, and which are placed in an otherwise 
empty cell space (1), and are left in this cell space 
(1) to form an extracellular matrix of cartilage. 
As many cells are introduced into the cell space 
as necessary for it to contain about 5xl0 7 to I0 9 
cells per cubic centimetre. The cell space (1) 
is separated, at least partially, from a culture- 
medium space (2) surrounding the cell space (I) 
by a semipermeable wall (3), or by an open- 
pored wall that acts as a convection barrier. The 
open-pored wall may take the form of a plate 
J (7) made of a bone-substitute material, and be 
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(57) Zusammenfassurig 



Das beschriebtne Verfahren diem zur in vim> Hcrsuillunc Von Knorbel^wr>v» im>« . . 

K»on>elgew C be bestenen. Es gcht von vitalen Zellen aus die di HwSdrfc ei^J^ttT' *■ mm ^^^ ■» 
in einen an sich leeren Zellnuim (I) eingebracht und zur Bildung einef ■^MzZk^^ Knorpetaalnx 2u Mden und die 
werten Es wenten soviele Ze.len in den Ze.in.um eingebrach«,^L dTeLr pTcS ^^^LtT^^^^ 
ist.mindestens teflweise duich cine seraipeimeable Wandung (3) Oder durch eine lis Krt*ta Lhl . ^ ~ Zellrauro <»> 
von einem den ZeHnwm ( I) umgefcnden ^tunnedium^un^ 

Knochenersatzmateriat ausgebildet sein und imZellraum (I) gegen unten Si S5, 'A "^i™ '"J e>Km 
Platte (7) ab und wachs, das in, Zelfraum (!) entaehenoe bSK XXlTw ^ShenT^nl^ 
Implantal entsteht, das aus einer Knochenenateplatte (7) und aui einer diese teTectorfeT Kn 0 ^w,h,T , k, T ^ WOdurch cin 
Implantable durch Verwachsung foimschlussartig miteinander ve*u"denTin7 Knoipelsch.ch. besteh.. und wobe. die beiden 
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VERFAHREN ZUR HERSTEIXUNG VON KNORPELGEWEBE UND VON IMPLANTATEN 



Die Erfindung Iiegt auf dem Gebiete der Medizinaltechnik und betrifft ein 
Verfahren gemass dem Oberbegriff des ersten, unabhangigen Patentanspruchs 
zur Herstellung von Knorpelgewebe und von Implantaten zur Reparatur von 
enchondralen und osteochondralen Defekten. Ferner betrifft die Erfindung 
5 eine Anordnung zur Durchfuhrung des Verfahrens und nach dem Verfahren 
hergestellte Implantate nach den Oberbegriffen der entsprechenden, unabhan- 
gigen Patentanspriiche. 

10 Knorpelgewebe besteht im wesentlichen aus Chondrozyten und extrazellularer 
Matrix. Die extrazellulare Matrix besteht hauptsachlich aus Kollagen Typ II 
und Proteoglycanen, deren Bausteine von den Chondrozyten in den zwischen- 
zellularen Raum ausgeschieden werden, wo sie zu Makromolekulen zusam- 
mengebaut werden. Die Chondrozyten machen im Knorpelgewebe eines er- 

15 wachsenen Individuums etwa 5% des Volumens aus. 
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Gelenkknorpel, der als knorpelige Schicht die Enden gelenkig verbundener 
Knochen tiberzieht, ubernimmt die Funktion der Lastverteilung bei Belas'tung 
des Getenkes. Fur diese Funktion ist das Knorpelgewebe fahig, Wasser auf- 
zunehmen und unter Driick wieder abzugeben! Ferner dieneri die Gelenk- 
5 knorpel-Oberflachen als Gleitflachen im Gelenk. 

Knorpel ist ein Gewebe, das sich mangels Durchblutung insbesondere an er- 
wachsenen Iridividuen kaum regeneriert, wenn das zu regenerierende Knor- 

10 pelsriick ein nur kleines Volumen iiberschreitet. Insbesondere Gelenkknorpel 
konnen aber oft altersbedingte Abnutzungs- und Veranderungserscheinungen 
sowie unfallbedihgte Verletzungen aufweisen, die ein derartiges maximal 
regenerierbares Volumen bei weitem uberschreiten. Solche Beschadigungen 
der Knorpelschicht mache ) Bewegung und Belastung von betroffenen Ge« 

15 lenken schmerzhaft und fuhren zu weiteren Kompiikationen wie beispiels- 
weise Entziindungen bedingt durch Synovialflussigkeit, die wegen des Defek- 
tes in der den Knochen abdeckenden Knorpelschicht mit dem Knochen in 
Kontakt kommt. 

20 

Aus diesen Griinden wird seit langerer Zeit versucht, fehlendes oder schad- 
haftes Knorpelgewebe, insbesondere Gelenkknorpel operativ zu ersetzen oder 
zu reparieren. 

25 

Es ist bekannt, Defekte, die Gelenkknorpel oder Gelenkknorpel und darunter 
liegendes Knochengewebe betreffen, zu reparieren, indem die defekte Stelle 
zu einer Bohrung mit einer moglichst genau definienen Geometrie ausgebohn 
wird, indem an einer nicht defekten, vorzugsweise wenig belasteten Stelle 
30 beispielsweise desselben Gelenkes eine Saule bestehend aus Knorpel und dar- 
unterliegendem Knochen mit moglichst derseiben Geometrie, wie die Boh- 
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rung sie hat, ausgestanzt/ausgebdhrt wird und; iridem die ausgestanzte Saule in 
die Bohrungeingesetzt wird. In derselberi W^is^e werderi aucH grdssere Defek- 
te mit einer Mehrzahl von Saulen repariert (Mosaikplastik). Diese Methoden 
sind erfolgreich aber das eigentiiche Problem wird im wesehtlichen von eirier 
5 belasteten Gelenkstelle an eine unbelastetei Gelenkstelle verschoben und iiicbt 
effektiv gelost. 

Es wird auch vorgeschlagen, beispielsweise in der Publikation US-3703575 
10 (Thiele), Knorpeldefekte mit rein kunstliehen Implantaten (z.B. Gele, die Pro- 
teine und Polysaccharide erithalteri) zu repariereri. Es zeigt sich aber, dass 
damit nur beschrankte Erfolge erzielt werden konnen, weshalb in der neueren 
Entwicklung andere Wege beschritten werderi, die alJe von autologen oder 
homologen, vitalen Zellen ausgehen. Es werden beispielsweise in vitro gezuch- 
15 tete, vitale Cbondrozyten oder Zellen, die. eine Chondrozytenfunktion ausiiben 
konnen, implamiert; oder es werden kiinstliche Implantate benutzt, in die 
vitale Chondrozyten eingebracht sind; oder es wird versucht. in vitro Knorpel- 
gewebe zu ziichten und dieses zu impiantieren. Das heisst mit anderen Wor- 
ten, nach neuerer Entwicklung wird versucht, vitales Knorpelgewebe minde- 
20 stens teUweise in vitro zu erzeugen und zu impiantieren oder knorpelbildende 
Zellen im zu reparierenden Defekt anzusiedeln, weiche Zellen in vivo ein 
mindestens Knorpel-ahnliches Gewebe bilden. 

25 Beispieie derartiger Verfahren sind in den folgenden Publikationen beschrie- 
ben: 

Nach dem Verfahren gemass US-4846835 (Grande) werden korpereigene 
30 Chondrozyten nach einer vorgangigen Vennehrung in einer Monolayer-Kultur 
Kir eine weitere Vermehrung in eine dreidimensionaJe Koliagenmatrix in 
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Form eines Gels oder eines Schwammes eingebracht, in weiche'r Matrix sie 
sich festsetzen und dadurch immobilisiert sind. Nach ca. drei Wochen Zellver- 
mehrung wird die defekte Knorpelstelle mit dem Material bestehend : aiis 
Kollagenrnatrix und Zellen gefuJlt und, urn das Transplantat an der defekten 
5 SteUe festzuhalten, wird ein Snick Knochenhaut dariiber genaht. Die Knorpel- 
regeneration im Bereiche derartiger Transplantate ist bedeutend besser als 
ohne Transplantat. 

10 ' Nach dem Verfahren gemass US-5053050 (Itay) werden Chondrpzytfen oder 
Zellen, die eine Chondrozyten-Funktion ausiiben konnerv in eihe biokom- 
patible, resorbierbare Matrix eingebracht (32xl0 6 bis 120xl0 6 Zellen pro cm 3 ), 
in welcher Matrix die Zellen immobilisiert sind. Diese Matrix wird implan- 
tiert, wobei sich in vivo ein knorpelahnliches Gewebe bildet. Die fur das Im- 

15 plantat verwendeten Chondrozyten werden vorgangig kultivien und zwar 
zuerst in einer Monolayer-Kultur und dann suspendiert, wobei sie sich zu 
Aggregaten von 30 bis 60 Zellen verbinden. 

20 Nach dem Verfahren gemass US-4963489 (Naughton) wird ebenfalls eine 
dreidimensionale kiinstliche Matrix als Tragermaterial fur das Implantat ver- 
wendet. Diese wird bereits fur die Zeilkultur verwendet und ist zur besseren 
Adhasion und Versorgung der zu kultivierenden Zellen mil einer vitalen Bin- 
degewebeschicht uberzogen. Nach einer in vitro durchgefiihrten Zellvermeh- 

25 rung auf der dreidimensionalen Matrix, wird diese implantiert. Die implantier- 
ten Zellen bilden in vivo das Knorpelgewebe. 

Nach dem Verfahren gemass PCT-WO90/ 12603 (Vacanti et al.) wird eben- 
30 falls eine dreidimensionale Matrix verwendet, die aus abbaubaren, polymeren 
Fasermaterialien besteht und an die sich Zellen anlagem lassen. Die Zellen 
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werden in vitro bereits auf der Matrix oder in Monolayer-Zellkulturen ver- 
mehrt und die Matrix wird mit den an ihr haftenden und dadurch immpbili- 
sierten Zellen implaritiert. Die Matrix wird in vivo abgebaut und sukzessive 
durch extrazellulare Matrix die von den Zellen gebildet wird, ersetzt. 

5 

Nach dem Verfahren gemass US-5326357 (Kandel) werden Chondrozyten auf 
einer Schicht aus Filtermaterial (MILICELL&-CM mit einer Porengrosse von 
0 t 4um) als Monolayer mit einer Dichte von USxlO 6 Zellen pro cnr aufge- 
10 bracht. Eine in vitro Kultur des Monolayers auf dem Filtermaterial ergibt in 
zwei bis vier Wochen eine dunne Knorpelschicht, die in ihrem Aufbau offen- 
bar dem natiirlichen Gelenkknoq>el entspricht. und die als solche implantier- 
bar ist. 

15 

Es ist auch bekannt, dass Knorpel in sogenannten high density Zelikuituren 
gezuchtet werden kann. Dabei werden Zellen in einer hoheren Dichte als fur 
einen Monolayer notwendig auf einen Trager gebracht und kultiviert. Erst 
nach ein bis zwei Stunden wird das Kulturmedium zugegeben. Nach zwei beis 

20 drei Tagen kontrahiert sich die Zellschicht auf dem Trager und bilden sich 
sogenannte Microspheres mit Durchmessern in der Grossenordnung von 1mm. 
Im Innern dieser Microspheres bildet sich in der anschliessenden Kultur ein 
Knorpel-artiges Gewebe, wahrend an deren Oberflache Faserknorpet (Peri- 
chondrium) entsteht. Fur Implantate ist ein deranig inhomogenes Gewebe 

25 wenig geeignet. 

Sittinger er al. (BiomateriaJs Bd. 17, Nr. 10, Mai 1996, Guildford GB) schla- 
gen auch vor, fur die Bildung von Knorpel in vitro in eine dreidimensionale 
30 Matrix vitale Zellen einzubringen und die beladene Matrix dann in eine 
semipermeable Membran einzuschliessen. Durch die Membran wird vor allem 
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verhindert, dass wahrend der Knorpelbildung von den Zellen fur den Aufbau 
einer extrazellulareri Matrix ausgeschiedetie Bauteile mit dera Kulturmedium 
ausgesehwemrat werden. Es ist auch bekannt, Zellkuituren zur Verhinderung 
von Immunabwehrreaktionen in eine derartige Membran eingeschlossen zu 
5 implantieren. 

Alle oben genannten Verfahren, mit denen versucht wird, Knorpel mindestens 
teilweise in vitro herzustellen, stellen verschiedene Losungeii eines langer 

10 bekannten Problems dar, das sich der Herstellung von Knorpelgewebe durch 
natiirliche Zellen aber unter kiinstliehen Bedingungen stellt. Dieses Problem 
besteht darin, dass Chondrozyten unter derartigen in vitro Bedingungen die 
Tendenz haben, relativ schnell zu Fibroblasten zu dedifferenzieren, bzw. dass 
es nur unter sebr spezifischen Kulturbedingungen moglich ist, Fibroblasten zu 

15 einer Chondrozyten-Funktion zu differenzieren. Durch die Dedifferenzierung 
verlieren Chondrozyten unter anderem ihre Fahigkeit zur Bildung von Typ II 
Collagen, das einen wichtigen Bestandteil von Knorpelgewebe darstellt, 

20 Das Problem der Dedifferenzierung der Chondrozyten wird gemass den oben 
genannten Verfahren dadurch gelost, dass die Chondrozyten in entsprechend 
dichten Kulturen in einem Monolayer Oder in einer dreidimensionalen Matrix 
immobilisiert werden. Es zeigt sich, dass Chondrozyten sich auf diese Art 
ohne wesentiiche Dedifferenzierung vermehren und extrazellulare Matrix bil- 

25 den, die der extrazellularen Matrix von natiirlichem Knorpel mindestens ahn- 
lich ist. Die dreidimensionale Matrix dient in den meisten Fallen nicht nur zur 
Immobilisierung der Zellen sondern auch als belastbarer Korper nach der 
Implantation, denn die gebildeten Knorpelgewebe haben in keinem bekannten 
Fall eine Stabilitat, die nach der Implantation einer auch nur reduzierten 

30 Belastung standhalten konnte. 
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Die Erfindung steilt sich die Aufgabe, ein Verfahren zu schaffen, mit dem in 
einfacher Weise. Kir Implantationen, insbesondere fur Implantationen bei Ge- 
lehkknbrpeUPefekten. geeignetes Knorpelgewebe in vitro herstellbar wird 
od^r Implantate herstellbar werden, die mindestens ziim Teil aus derartigem 
5 Khorpelgewebe bestehen. Ziir Losung dieser Aufgabe ist es notwendig, fur 
Chondrozyten bzw. andere, zu eirier Chondrozytenfunktion fahige Zellen in 
vitro eine derartige Umgebung, insbesondere eine dreidimensionale deranige 
Uragebuhg zu schaffen^ dass sie auch iiber eine langere Kulturzeit nieht dedif- 
fefenziefen und ihre Funktion aktiv ausuben, bzw. dass sie zu aktiven Chon- 
10 drpzyten differenziert werden. Durch die Losung dieses Problems ist der 
Hauptteii der Aufgabe geldst, denn nicht dedifferenzierende, vitale Chondro- 
zyten bauen unter den geeigneten BedLngungeh gemass ihrer natiirlicben 
Funktion die entsprechende extrazeilulare Matrix auf und stellen zusammen 
mit dieser Knorpelgewebe dar. 

15 

Die nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestellten Implantate, die 
mindestens zum Teil aus in vitro hergestelltem Knorpelgewebe bestehen, 
sollen insbesondere geeignet sein fur die Reparatur von enchondralen oder 
20 osteochondralen Gelenk-Defekten. Sie sollen fur jede Tiefe derartiger Defek- 
te herstellbar sein und mit den erfindungsgemassen Implantaten reparierte 
derartige Defekte sollen moglichst bald nach der Implantation belastbar sein 
und zwar sowohl mit Press- als auch mit Scherkraften. 

25 

Die oben genannte Aufgabe wird geldst durch das Verfahren, wie es in den 
Anspriichen definiert ist. 

30 Das erfindungsgemasse Verfahren beruht auf dem Befund, dass Chondrozyten 
ein den Anspriichen genugendes Knorpelgewebe aufbauen konnea wenn 
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dafiir gesdrgt wiFd v . : :d^ , \die""ko^efitfauon' yori Stdffen,. die von den ..--Zellen 
prodjuaert und in extrazellulare ftaume atisg^schieden werSen; nach eifaer 
kurzen Arifahgsph&se eirie genugend hohe Kohzehtration aufweisen und dass 
eine ahriliche Konzeritration Wahrjend der gaiuen Kiilturzeit au£rechter t halten 
5 bleibt. Unter diesen Bedinguhgen bleibt die differenzierte Funktion von 
Chohdrozyten voll erhalten (sie dedifferenziereri nicht zu Fibroblastenj und/- 
oder ist es moglich* entspfechencte Zellen* insbesondere mesenchymal : 
StanunzeUen oder aridere mesenchyniale Zellen oder aiich Fibroblasten zu 
einer entsprechenderi Funktion zu differenziereri; 

10 

Die erste Bedingung wird erfullt dadurch, dass eine Zellgemeinschaft geschaf- 
fen wird; in der mindestens zu Beginn der Kultur eine derart hohe Zelldichte 
herrscht, dass die Zellen fahig sind, die fur die genannten Konzentrationen in 
15 deh Zellzwischenraumen notwendigen Mengen an Stoffen in der genannten 
kurzen Zeit zu produzieren. Die zweite Bedingung wird erfullt dadurch, dass 
die Zellgemeinschaft in einiem begrenzten Zellraum untergebrachi wird, in 
dem verhindert wird, dass die genannten Stoffe aus den Zellzwischenraumen 
ausgeschwemmt werden. 

20 

Die genannten Stoffe sind insbesondere autokrine Faktoren und Stoffe, die als 
Baiisteine fur den Aufbau der extrazellularen Matrix dienen. Diese Bausteine 
sind vor allem Aggrekane, Link-Proteine und Hyalorunate fur den Aufbau der 
25 Proteoglykan-Aggregate und Kollagen-Vorstufen fur den Aufbau der Kolla- 
genfibrillen vom Typ II. 

Gemass dem erfindungsgemassen Verfahren werden die Zellen fur die in 
30 vitro Kultur nicht immobilisiert sondern es wird ihnen ein Raum ohne dreidi- 
mensionale, kiinstliche Matrix zur Verfiigung gestellt. in dem die beiden oben 
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arigegebenen Bedingungeri erfullt sind, in dem es abet weitgehehd den Zeilen 
uberiassen wird, wie sie sich relativ zueinander arisiedehv wdlleh; Es zeigt sich, 
dass in einem deranigen freien Zellraum Zeilen ihre Ehondro^tenfunktion 
vol! ausuben und sich ein Knoipelgewebe ziichten lasst, das eine fiir eine 
. 5 Implantation und fiir eine mindestens beschrarikte Belastiing qach der Im- 
plantation genugende Festigkeit aufweist. 

Nach dem erfindungsgemassen Verfahren werden sflso Zeileii;die zu einer 
10 Choridrozytenfunktion befahigt sind. in einen an sich leerenu das heisst hoch- 
stens mit Kulturmedium gefullten Zellraum eingebracht derart, dass im Zell- 
raum eine Zelldichte von etwa 5xl0 7 bis 10 9 Zeilen pro cm 3 Zellraum ent- 
steht, was bei einem ungefahren Zellvolumen jeder Zelle von 10 3 \xm y eine 
Raumbelegung von ca. 5% bis 100% ergibt 

15 

Der Zellraum hat mindestens teilweise durchlassige Wande und wird fur die 
Kulturzeit in einen mit Kulturmedium gefullten Raum eingebracht, welches 
Kulturmedium in bekannter Weise periodisch erneuert wird. Wahrend der 
20 Kulturzeit ist der Zellraum stationar im Kulturmedium angeordnet oder wird 
darin bewegt (relative Bewegung zwischen Zellraum und den Zellraum um- 
gebendem Kulturmedium). 

25 Die Durchlassigkeit der durchlasstgen Teile der Zellraumwandung und die 
relative Bewegung von Zellraum und Kulturmedium, sind derart auf die Di- 
mensionen des Zellraumes (abhangig vom zu erzeugenden Knorpel) abzustim- 
men, dass die Bedingung der Ausschwemmungs-Verhinderung erfullt wird. 
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Fur alle Falle sind. sempelme (semipermeable Membrane) 

mit einer Durchlassigkeit; von lO'OOO bis -lOO'QOO Dalton (10 bis 100 kDa) 
geeignet, insbesondere fur bevvegte Kulturen und fur Zellraume mit grossen 
Dimensionen (dreidim^ Die geiiaiiriten autokririeh Faktbreti 

5 und Bausteine fiir deri Aufbau der Maicromolekiile der extrazellularen Knor- 
pelmatrix haben Molekulargewichte derart, dass sie eine Membran mit der 
genanmen Duchlassigkeit nicht ^paisieren konnen, 

10 Es zeigt sich, dass Kir stationare Kulturen und Zellraume mit mindestens 
einer kleinen Dimension (durine Schichten) auch offenporige Wande mit 
bedeutend grosseren Poren (bis in den Bereich von 10 bis 20um), die nicht als 
semipermeable W&nde sondern nur als Konvektionsbarrieren wirken konnen, 
genugen und dass gep^benenfalls der Zellraum sogar auf einer Seite offen 

15 sein kann. 

Insbesondere in unbewegten Zellraumen setzen sich die Zellen bei kleineren 
Zelldichten in Richtung Schwerkraft ab, wodurch schichtartige Knorpelgewebe 
20 erzeugbar sind. Fur die Erzeugung mehr dreidimensionaler Knorpelgebilde 
ervveisen sich bewegte Zellraume als vorteilhaft. 

Fur spezifische Kulturen und insbesondere auch fur spezifische Formen und 
25 Grossen von Zellraumen muss die optimale Anordnung (mit oder ohne Bewe- 
gung des Zellraumes im Kulturmedium) und die optimale Beschaffeaheit der 
Zellraumwand bzw. der durchlassigen Teile der Zellraumwand experimentell 
ermittelt werden. 

30 



Der Zellraum hat also im wesentlichen drei Funktionen: 
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Der Zellraum halt die Gemeinschaft der (nicht immobilisierteri) Zelleh in 
einer geniigeriden Dichie zusammen, deratf!, dass sie ihre spezielle Funk- 
tionsfahigkeit nicht verlieren; 

5 - der Zellraum begrenzt das Knorpelwachsturii, sodass dutch Wahl der 
Zetlraumforcn die Form des entstehenden Knorpelis steuerbar 1st: 

- die Zellraumwahd eriaubt die Versorgung der Zellen mit Kultunnedium, 
verhindert aber die Ausschwemmung der fur das Knorpelwacbstum not- 
10 wendigen, von den Zellen sekretierten Stoffe. 

Fur die Herstellung von Implantaten, die nur teilweise aus Knorpelgewebe 
bestehen, kann ein Teil der durchlassigen Zellraumwand zusiitzlich noch eirie 
15 Funktion als Implantatsteil ubernehmen, wie weiter unten noch im Detail zu 
beschreiben sein wird. 

Die in den Zellraum einzubringenden Zellen sind Chondrozyten, mesenchy- 
20 male Stammzellen oder andere mesenchymale Zellen. Diese Zelltypen kon- 
nen aus Knorpelgeweben, Knochen oder Knochenmark in bekannter Weise 
isolien werden oder aucb aus Biride- oder Fettgewebe. Auch Fibroblasten 
sind geeignet, wenn dem Kulturmedium bzw. dera Zellraum Faktoren zugege- 
ben werden, die ihre Differenzierung zu Chondrozyten bewirken oder die 
25 Zellen, bevor sie in den Zellraum gebracht werden, mil derartigen Faktoren 
behandelt werden. Die Zellen konnen auch, bevor sie in den Zellraum einge- 
bracht werden, in vitro vermehrt werden. 

30 Die in den genanmen Geweben vorhandenen Mischungen von Zelltypen 
brauchen nicht aufgetrennt zu werden, sondern konnen als solche in den Zell- 
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raum eingebracht werden. Es zeigt sich auch, dass eine vollstandige Trennung 
der Zellen yon der sie umgeberiden interzellularen Matrix nicht notwendig' ist, 
dass also gegebeneiifaUs anstelle von isolierten Zellen auch Gewebeteilchen 
oder Mischungen von isolierten Zellen und Gewebeteilchen in den Zellraum 
5 eingebracht werden konnen. Dabei ist gegebenenfalls durch teilweise Abtren- 
hung der extrazellularen Matrix von solchen Gewebeteilchen, beispielsweise 
durch eine kiirze enzymatische Verdauung, dafur zu sorgen, dass die geforder 
te Zelldichte.im Zellraum erreicht werden kann. 

10 

Es zeigt sich, dass mit handelstiblichen Kulturmedien, wie beispielsweise 
HAM-F12, denen vorteilhafterweise 5 bis 15% Serum zugegeben werden, gute 
Resultate erzielt werden konnen. Ferner konnen dem Kulturmedium auch an 
sich bekannte Wachstumsfaktoren und andere Komponenten von Kulturrae- 
15 dien, die eine Vermehrung der Zellen und die Bildung der Knorpelmatrix 
fordern, beigegeben werden. 

Es zeigt sich, dass in den gemass dem erfindungsgemassen Verfahren erzeug- 
20 ten Kulturbedingungen die Chondrozyten aktiv bleiben und nicht dedifferen- 
zieren, sodass sich der Raum in einer Kulturzeit in der Grossenordnung von 
ca. drei Wochen mit Knorpelgewebe fullt. Das entstehende Knorpelgewebe 
kann, sobald es dazu eine gentigende mechanische Festigkeit aufweist, aus 
dem Zellraum entfernt werden und beispielsweise frei schwimmend in einem 
25 Kulturmedium weiter kultiviert werden oder es kann bis unmittelbar vor der 
Weiterverwendung (Transplantation) im Zellraum verbleiben. 

Nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelltes Knorpelgewebe kann 
30 als Implantat oder Implantatsteil, bzw. bei der Verwendung von autologen 
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Zellen als Zell-auto-.Transplantat Oder aber auch fur wissenschaftliche Zwecke 
in vitro weiterverwendet vyird. 

5 Die folgenden Figuren illustriereh das erfindungsgernasse Verfahren, die 
Auordnung zur Durchfuhrung des erfindungsgemassen Verfahrens sowie Bei- 
spiele von Implantaten, die durch das erfindungsgernasse Verfahren herge- 
stellt werdeh konnen. Bei den dargesteilten Beispielen handelt es sich urn 
Implantate fiir die Repararur vori enehondraien und osteochondralen Defek- 
10 ten. Mit dem erfindungsgemassen Verfahren ist es aber auch moglich, andere 
Implantate herzustellen, zum Beispiel Gehorknochen oder fur die plastische 
Chinirgie Nasenknorpel, Orbitalboden, Ohrenmuscheln oder Teile davon. 

Figuren 1 bis 4 zeigen vier beispielhafte Anordnungen (im Schnitt) zur 
15 Durchfuhrung des erfindungsgemassen Verfahrens zur in vitro Her- 

stellung von Knorpelgewebe; 

Figuren 5 bis 7 zeigen Chondroitin- und Kollagengehalt von verschiedenen 
experimentellen Knorpelkulmren (aus Kulturen nach dem erfin- 
20 dungsgemassen Verfahren und aus Vergleichskulturen nach bekann- 

ten Verfahren) im Vergleich mit Knorpel aus einem Gelenk; 

Figuren 8 und 9 zeigen zur Illustration der mechanischen Eigenschaften von 
nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelltem Knorpel: 
25 Krafrverlaufe bei der Belastung dieses ICnorpels (Figur 8) und bei 

der Belastung eines nativen Knorpels (Figur 9); 

Figuren 10 bis 13 zeigen licht- und elektronenrnikroskopische Aufnahmen von 
nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelltem Knorpel 
30 und von nativem Knorpel. 



figur 14 zeigt einen Schnitt. durch ein nach derii erfindungsgemassen Ver 
fahr^n gerriass Figur 2 oder 3 hergestelltes Implantat mit einer 
Tragerschicht und einer Knorpelschicht (Grenzbereich zwischen den 
zwei Schichten im Schnitt senkrecht zu den Schichten); 

Figuren 15 und 16 zeigen beispielhafte Ausfuhningsfonnen des erfindungsge- 
massen Iraplantates gemass Figur 14 im Schnitt senkrecht zur Knor- 
; pelschtcht; 

Figuren 17 bis 20 zeigen Beispiele von Anwendungen von nach dem erfin- 
dungsgemassen Verfahren hergestellten Implantaten zur Reparatur 
von enchondraJen und osteochondralen Gelenk-Defekten (Schnitte 
senkrecht zur Knorpelschicht). 

Figur 1 zeigt im Schnitt eim beispielhafte Anordnung zur erfindungsgemassen 
in-vitro-Herstellung von Knorpelgewebe. Diese besteht im wesentlichen aus 
einem begrenzten Zellraum 1, in den die Zellen eingebracht werden und der 
in einem Kulturmedium-Raum 2 angeordnet ist. Mindestens ein Teil der 
Begrenzung des Zellraumes 1 gegen den Kulturmedium-Raum 2 wird durch 
eine durchlassige Wand, beispielsweise eine semipermeable Membran 3 gebil- 
det. Die restliche Begrenzung des Zellraumes 1 gegen den Kulturmedium- 
Raum 2 ist dicht und besteht beispielsweise aus Kunststoffteilen, die dem 
Zellraum 1 die vorgesehene Form verleihen und die semipermeable n Mem- 
brane festhalten. 

Im dargestellten Beispiel sind ein innerer Ring 4 und zwei auf diesen inneren 
Ring 4 aufeteckbare iiussere Schnappringe 5 und 6 vorgesehen, die zusammen 
mit zwei beispielsweise im wesentlichen kreisformigen Stiicken semiperme- 
abler Membran 3 einen kreisscheibenformigen Zellraum 1 einschliessen. 



pie jsemp'grra^ Durchlassigkeit von lO'OOO bis 

1 00*000 Dalton. Sie besteht zum Beispiel aus , demselben Material wie ein 
entsprechender piaiysfesGhrauGh' 

•5 

Es ist offensicbtlich, dass in • ;ariaiog^r Art zu der .in der Figur 1 dargestellten 
Anordnung;Zel^ werden konrien, in die 

Zelleh iirigeb^ in denen diese Knorpelgewebe aufbauen, 

10 wobei das, Knorpelgewebe im wesentlichen die Form des Zellraumes 1 oder 
des wahrend der Kultur in Richtung Schwerkraft gegen unten gerichteten 
Teils des Zellraumes 1 aitnimmt. 

15 Der Kulturmedium-Raum 2 ist ein beliebiger Raum, in dem in bekannter 
Weise das Kulturmedium periodisch ausgewechselt wird. Wenn der Zellraum 
1 im KulturTnedium-Raum 2 bewegt werden soil, ist der Kulturmedium-Raum 
beispielsweise eine Spinnerflasche. 

20 

Unter Verwendung einer Anordnung gemass Figur 1 lauft das erfindungsge- 
masse Verfahren beispielsweise wie folgt ab: 

Zellen, Gewebeteilchen oder Mischungen von Zellen und/oder Gewebe- 
25 teilchen, wie sie weiter oben beschri?eben sind, werden, z.B. in Kulturme- 

dium aufgeschlammt, in den freien Zellraum eingebracht derart, dass die 
Zelldichte im Zellraum im Bereiche zwischen 5xl0 7 und 10 9 Zellen pro 
cm 3 betragt. 



10 
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Der Zellraum wird geschlossen, dann in den Kulmrmedium-Raum ein- 
gebracht und darin fur eirieri Zeitraum iii der Grosse yon et>ya -drei Wo- 
chtn belassen. 

Das im Zellraum entstandene Knorpelgewebe wird aus dem Zellraum 
entfernt und entweder in einem Kultufmedium frei schwimmend weiter 
kukiviert oder direkt als Implantat bzw; Transplantat oder ffir wisseh- 
schaftliche Untersuchungen weiterverwendet. 



In Zellraumen gemass Figur 1 werden Iriiplamate hergestellt, die nur aus 
Knorpelgewebe bestehen, beispielsweise Gehorknochen, NasenknorpeL Orbi- 
talboden Ohrenmuscheln oder Teile davon. 

15 

Figur 2 zeigt eine weitere Variante eines Zellraumes fur die Durchfuhning 
des erfindungsgemassen Verfahrens. Der Zellraum I ist flach und seine eine 
Seite ist begrenzt durch eine offenporige, starre oder plastisch defonnierbare 
Platte 7 aus einem biologisch abbaubaren oder nicht abbaubaren Knochen- 
20 ersatzmaterial, die andere Seite durch eine weitere durchlassige Wand, bei- 
spielsweise eine semipermeable Membran 3 oder eine grober porose Wand. 
Der Zellraum hat eine Hohe von beispielsweise ca. 3 bis 5mm und eine belie- 
bige flachige Form und Ausdehnuhg. 

25 

Ein Zellraum, wie er in der Figur 2 dargestellt ist, ist insbesondere geeignet 
fur die Herstellung eines Implantats zur Reparatur eines osteochondral De- 
fekts, welches Implantat nicht nur die in dem flachen Zellraum gewachsene 
Knorpelschicht sondem auch die Knochenersatzplatte 7 umfasst. Diese Kno- 
30 chenersatzplatte 7 hat also im wesentlichen zwei Funktionen: sie dient wah- 
rend dem Knorpeiwachstum als durchlassige Wandung des Zellraumes 1 und 



sie dieht im fertigen Implantat als Verankehingssubstrat fQr die l^orpel- 
schicht wobei nach der Implantation dieses Kjiochenersatzmatenal m bekann- 
iw Wfiisc : yoa'r2^fteh:-aus item angrenzerideh, vitaJen Knocheri, besiedelt wird T . 

5 ' • 

Damit die Knochenersatzplatte 7 die oben geriannte zweite Funktibn erfullen 
;k4i^ : W entsprechende Anordhung: des Zellraumes-im ;'kiiltoMedi?-. 

^Vj^ku^;djaffir gesdrgt werden, dass die Zellen sich mpglichst tegeimassig 
;auf deir ^ochenersatzplatte T absetzen (rhindestens fuir den jFait dass eine 
10 ZeUdichte gewahlt wird, die zu einem Absetzen der Zellen fiihrt). Der Zell- 
raum 1 wird also beispielsweise, wie in der Figur 2 dargestellt, mit der Kno- 
chenersatzplatte 7 gegen unten stationar im Kulrurmedium-Raum 2 angeord- 
net, sodass die Zellen sich durch die Wirkung der Schwerkraft auf der Kno- 
chenersatzpiatte 7 absetzen. 

15 

Ferner muss die Knochenersatzplatte 7 derart beschaffen sein, dass das im 
Zellraum 1 entstehende Knorpelgewebe in einem Grenzbereich mit der Kno- 
chenersatzplatte 7 verwachst und dadurch ein auf Scherung belastbares Im- 

20 plantat entsteht. Eine derartige Verwachsung wird erreicht dadurch, dass die 
Porositat des Knochenersatzmaterials mindestens auf derjenigen Oberflache, 
auf der der Knorpel gezuchtet wird, so gewahlt wird, dass die bei der Bildung 
der extrazellularen Knorpelmatrix entstehenden KoUagenfibrillen in die Poren 
hineinwachsen und den entstehenden Knorpel in der Knochenersatzplatte ver- 

25 ankera. Es zeigt sich, dass fur eine derartige Verankerung der KoUagenfibril- 
len Poren von ca. 1 bis 20um geeignet sind. 

Ferner ist es vorteilhaft, wenn von den Zellen, die fur die Knorpelziichrung 
30 auf die Oberflache der Knochenersatzplatte aufgebracht werden sich ein Teil 
in Oberflachenunebenheiten oder Poren niederlasst, sodass durch das Wach- 



sen von Knorpelgewebe in diesen Unebenheiten oder Pbren i^drpelgewebe. 
und Knochenersatzmatenal in der Art emes Formschlusses mneinaiider ver- 
bunden werdeit Es zeigt sich, ;d^;Zellen : sieh = leicht in Unebei^eiteh oder 
Poren niederlasseri, wenn diese miridestens 20)im, vorteilhaftenveise zwikhen 
20 und SOum gross sind. 

An die Knochenersatzplatte 7: werden also die folgenden Bedingungeh ge- 

steilt: 

■ 

Damit die Zellen sich aus dera Kulturmedium durch die Knochenersatz- 
platte ernahren konneix muss diese Poren aufweisen* die durchgehende 
Kan ale bilden (offene Porositat). 

Damit die Knochenersatzplatte mindestens als Konvektionsbarriere gegen 
die Ausschwemmung der grosseren Molekiile diene kann, durfen die 
Poren nicht zu gross und die Plattendicke nicht zu klein sein. 

Damit die beim Knorpelwachstum entstehenden Kollagenfibrillen sich in 
den Poren der Platte verankera, sollen die Poren nicht grosser ils ca. 
20um sein. 

Damit Zellen sich in Unebenheiten der Oberflache der Knorpelersatz- 
platte ansiedeln konnen, miissen mindestens auf der gegen die wachsende 
Knorpelschicht gewandten Oberflache der Knochenersatzplatte derartige 
Unebenheiten (Oberflachenrauheit) mit Grossen von mindestens ca. 
20um vorgesehen sein. 

Es zeigt sich dass mit entsp.echend Oberflachen-rauhen Knochenersatzplat- 
ten mit offenen Poren in der Grossenordnung von 2 bis 20um und mit einer 
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Dicke von 0^5 bis 3mm, vorzugsweise 0,5 bis 1,5mm giite Resuliaie- er^elt 
werden koiinen. Bei Plattendicken fiber ca. 0,5 bis Imjfn.-kaiin' 4er vofcvcter 
wachsenden Knorpelschicht abgewjindte Bereich der -v;khoch^i^$-^imci 
auch eine grdbere Porositat aufweisen, beispielsweise Poren bis zu Grossen 
von 300 bis. 700pm, wie sie von Knocbenersatzmaterialien bekanm sind: Der- 
artige Porositaten begiinstigen die in vivo Vaskiilarisierung des Kribcheher- 
satzmaterials. 

Als Knochenersatzmaterial eignen sich an sich alle gangigen osteoinduktiven 
und/oder osteokonduktiven Materialieri, vorzugsweise biologisch abbaubare 
Materiaiien, die die angegebene, offene Porositat aufweisen und die sich zu 
starren oder plastisch verformbaren Platten verarbeiten lassen. Beispielsweise 
sind plastisch verformbare Platten herstellbar aus Kollagen I, aus Kollagen I 
und Hydroxyapatit oder aus Polymilchsaure, starre Platten aus Tricalzium- 
phosphat, aus Hydroxyapatit und aus anderen anorganischen Knocbenersatz- 
materialien. 

Eine Behandlung der Knochenersatzplatte 7 mit einem Haftfaktor (attach- 
ment factor) ist nicht notwendig. 

In einem Zellraum gemass Figur 2 mit einer entsprechend offenporigen Kno- 
chenersatzplatte 7 wird also nicht nur Knorpelgewebe in vitro geziichtet, son- 
dern es wird ein Iraplantat hergestellt, das einen vorgebildeten, verwachsenen 
Knorpel/Knochen-Grenzbereich aufweist. 

Figur 3 zeigt eine weitere. beisplelshafte Anordnung zur Durchfuhrung des 
erfindungsgernassen Verfahrens. Es handelt sich im Prinzip um eine Kom- 
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bination des Verfahrens gemais Figuren 1 und 2. Die Knochenersatzpiatte 7 
ist hier. nicht als Teil d'e^ 1 angeord- 

riet spndern liegt ihnerhaib eines derartigen, beispielsweise mit semipefme- 
ablen Merribranen 3 begrenzten Raiimes: Es ist offensichtlich/ dass in einer 
5 derartigen Anordnung die Fiinktion der Kjiochenersatzplatte 7 als Konvek- 
tionsbarriere wegfallt und dass aus diesem Grunde die Porositat und Dicke 
der Platte rait einer grossereri Freiheit gewahlt werden kann. 

10 Die in der Figur 3 dargestelite Anordiing eignet sich insbesondere fiir diinne, 
plastisch verforrabare Knochenersatzplatten 7. die als Zellraumwandung 
schwierig zu handhaben sind. 

15 Figur 4 zeigt schematisch eine weitere Ausfuhrungsforra eines Zellraumes 1, 
der sich insbesondere rur Ziichtung von sehr diinnen Knorpelschichten, die 
mit einer Knochenersatzpiatte verwachsen sind, eignet. Im Gegensatz zum 
Zellraum gemass Figuren 1 bis 3 ist der Zellraum der Figur 4 gegen oben 
offen, sodass mindestens in den ersten ein bis zwei Wochen unter stationaren 

20 Kulturbedingungen gezuchtet werden muss. Im Gegensatz zu ahnlichen, be- 
kannten Anordnungen (z.B. US-5326357, Kandel) ist als Trager fur die Zellen 
eine Knochenersatzpiatte 7 vorgesehen und werden die Zellen nicht als Mo- 
nolayer auf den Trager aufgebracht und nicht mit Hilfe eines Haftfaktors 
immobilisiert. 

25 

Figuren 5 bis 7 zeigen Resultate, die in Versuchen mit dem erfindungsgemas- 
sen Verfahren (Versuchsanordnung im wesentlichen wie in Figur 1 skizziert) 
erhalten wurden. Als semipermeable Membran wurden Dialyseschlauche ver- 
30 wendet. 
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Es v^rden aus Schultergelenkeri von Rindern .isolierte Chondrozyten verwen- 
det/ Die Isolierung, der Zellen wurde nach bekaiiriten Methoden durehgefuhrt. 
Die Zellen wurden in die Dialyseschlauche: eingebracht und diese wahrend 
der Kujiurzpit in einer Spinnerflasche bewegt, wobei die Zellen sich am unte- 
5 ren Ehde der Schlauche absetzten. Als Kultunnedium wurde HAM-F12 mit 5 
bis 15% Serum verwendet. Das Kultunnedium wurde alle zwei Tage gewech- 
selt 

10 Figur 5 zeigt die Gehalte an Chondroitinsulfat und kollagen (yg/ml, auf das 
Volumen des gebildeten Knorpelgewebes bezogen) als Funktion der Kultur- 
zeit (20, 29 und 49 Tage) des nach dem erfindungsgemassen Verfahren herge- 
stellten Knorpelgewebes verglichen mit entsprechenden Werten von Knorpel 
aus dem Schultergelenk eines achtzehn Moriate alten Rindes (Vergleich). Die 

15 Resultate zeigen, dass der Gehalt an Chondroitinsulfat im in vitro hergestell- 
ten Knorpelgewebe sogar hoher setn kann als in natiirlichem Knorpel, dass 
abeir der Gehalt an Kollagen deutiich tiefer ist. 

20 Figuren 6 und 7 zeigen ebenfalls als Funktion der Kulturzeit (0, 7, 20 und 40 
Tage) Chondroitinsulfat- (Figur 6) und Kollagen-Gehalte (Figur 7) in Ver- 
gleichskulturen A und B und von nach dem erfindungsgemassen Verfahren 
gezuchtetm Knorpelgewebe nach 40 Tagen Kulturzeit (C: entstehender Knor- 
pel im Bereich der abgesetzten Zellen im Zellraum, D: Kultunnedium uber 

25 den abgesetzten Zellen im Zellraum). Als Vergleichsversuche wurden Chon- 
drozyten in Alginatkugeln eingebettet und in einer stationaren Kultur kulti- 
vien (A) und in einer Spinnerflasche (B). 
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Durch die Figuren 6 und 7 wird deuthch, dass der Knorpelaufbau in der Ver- 
suetii^ordn^ effolgreicher verlauft als in den 

^£rgl£ich^ 



Figuren 8 und 9 zeigen fiir einen mit dem erfindungsgemassen Verfahren 
hergestellten Kridrpel; (Figiir 8) und fur einen naiiveh Knbipel (Figur 9) Re : 
sultate vpii Bdastungsversuchen zur Illustration der mechanischen Eigenschaf- 
ten des erfindungsgerinass hergestellten Knorpels (Kuiturbedinguiigen, bei. 

10 denen der Knorpel hergesteilt wurde. siehe weiter oben) vergliehen mit rae- 
chanisehen Eigenschaften von nativem Knorpel (Rind). Der Versuch besteht 
darirv einen Stempel mit einer konstanten Geschwindigkeit (1 Micrometer pro 
Sekunde) in den Knorpel zu driicken und den Stempel bei einer Eindringtiefe 
von 200um anzuhalten, wahrend dessen die Stempelkraft registries wird, 

15 Dafoei steigt die Stempelkraft zuerst etwa proportional mit der Eindringtiefe 
und sinkt nach dem Stillstand des Stempels ab (viskoelastischer Kraftabbau 
durch Flussigkeitsverlust des Knorpelgewebes). 



20 Die beiden Figuren 8 und 9 stellen die Stempelkraft in Newton (N) als Funk- 
tion der Zeit in Sekunden (s) dar. In der Figur 8 ist auch die Registrierung 
der Eindringtiefe (Weg) in \xm dargestellt. 

25 Der Belastungsversuch mit dem nach dem erfindungsgemassen Verfahren 
hergestellten Knorpel (Figur 8) wurde mit einem Stempel mit 20mm Durch- 
messer durchgefuhrt, sodass sich eine maximale Druckspannung von ca. 
0,8N/cnr ergibt. Der Versuch mit dem nativen Knorpel wurde mit einem 
Stempel von 5mm Durchmesser durchgefuhrt, sodass sich eine maximale 

30 Druckspannung von ca. 30N/cnr ergibt. 




' Pie dbch tecjeutei^ des:Knotpels, der rnit 

deep erfindhngsgen^erf Ve^ wurde, lasst sich aus den Figu- 

ren 10 bis 13 erld^^ 
(^i^reh; 10; und 

5 und 13) des nach dem erfindiingsgemassen Verfahren. hergestellten und fur 
die Beltetun^ 12) un d 

menschlichen Knorpe;is aus der mittleren radiaren Zone (Figuren 1 1 und 13) 

10 

Die Figuren 10 und 11 zeigeii deutlich, dass der nach dem erfiiidungsgemas- 
sen Verfahren -.heFgciitellte-.--Khorp(Bi bedeutend mehr Chondrozyten enthalt als 
der Vergleichsknorpel, was fflr den in vitro gezuchteten Knorp'el als Wachs- 
tumsstadium interpretiert werden kann. Dieselbe Interpretation legen die 
15 Figuren 12 und 13 nahe; auf denen in deh Chondrozyten Organelien gut sicht- 
bar sind (mit Pfeilen markiert). Im Vergleichsknorpel sind die Organelien 
schmal, was auf eine geringe Synthesetatigkeit schliessen lasst; im erfindungs-: 
gemass hergestellten Kiiorpel sind sic deutlich erweitert, was auf intensive 
Synthesetatigkeit und damit auf eine Wachstumsphase hinweist. 

20 

Weitere elektronenmikiosko^ von nach dem erfindungs- 

gemasseri Verfahren hergestelltem Kndrpelgewebe zeigen, dass die Kollagen- 
fibrillen darin ein dichtes Netz bilden, dass sie aber weniger dick sind als in 

25 nativem Knorpel (nach abgeschlossenem Wachstum) und dass sie in diesem 
Netz nicht gerichtet sondern beliebig angeordnet sind. Das nach dem erfin- 
dungsgemassen Verfahren hergestellte Knorpelgewebe ist also als eine Art 
embryonales Knorpelgewebe zu betrachten, das aber die Fahigkeit besitzt. 
sich in vivo (nach der Implantation) zu einem "ausgewachsenen" Knorpelge- 

30 webe weiterzuentwickeln. 
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f igur 14 zeigt in schematischer Darstellung eiiien histologischen Sehnitt (Ver- 
pdssjferung ck lOOx) dutch den Grenzbereich zwisehen Knorpelschicht und 
'KnGcheherisatzplatte eines Implantates, das in i enter Anordnung gemass. einer 
: d&;Fij^en% bis 4 hergestellt wurde.' Kribi£elge\ve^ 
platie 7 sind in einem GrenzbereiCh 11 Formschlussrartig mneinander ver- 
bunderi, dadiirch, dass das Knorpelgewebe in Oberflachenunebenbetien der 
: ^I^qch^Ma^pilatie 7 -biheingewachseil isL 



I0 f Figuren 15 liiid 16 zeigen im Schnitt diirch die Knbrpelschicht 10 beisptelhafte 
Ausfuhrungsfprnien von Implantaten, die hergestellt werderi nach Verfahren, 
wie sie im Zusammerihang mit den Figuren 2 bis 4 beschriebeh wurden, und 
die zwisehen der Knorpelschicht . 10 und einer darunteriiegenden Knochen- 
ersatzplatte 7 einen verwachsenen Grenzbereich 11 aufweisen, wie er in der 

15 Figur 14 dargestellt ist. 



Nach Abschluss der Kulturzeit von einigen Wochen wird die Knochenersatz- 
platte 7 mit der darauf entstandenen Knorpelschicht 10 von den ubrigen 
20 Wandbestandteilen des Zellraumes getrennt. Vor der Implantation wird das 
aus Knorpelschicht 10 und Knochenersatzplatte 7 bestehende implantat gege- 
benenfalls auf eine vorgegebene Grosse und Form reduziert und/oder auf ein 
weiteres Stuck eines Knochenersatzmaterials 12 aufgesetzt 

25 

Fur eine Bearbeitung des im Zellraum entstandenen Implantates werden in 
der Chinirgie gangige Methoden verwendet, wie beispielsweise Stanzen, La- 
ser-Schneiden oder Frasen. Fur eine Vergrosserung des Knochenersatzteils 
wird ein weiteres Snick 12 aus einem gleichen oder anderen Knochenersatz- 
30 material auf der der Knorpelschicht 10 gegenuberliegenden Seite der Kno- 



ch^nersatiplatte^ pit Hilfe einer Schieht 13: aus eiriem an sich bek'annten, 



5, Nach der Implantation wandern in das offenponge KnochenersatzmateriaJ der 
KnGchenersatzplatte 7 and des angesetzten S tucks 12 aus der nativen Uinge- 
bunjg Jqi^henbildende ZeUen tin und wachsen ; Mik^pgefasse in die Poren des 
Materials. Als Folge davbn entstfeht natiirliches Knochengewebe, d&s das 
Knochenersatzmatenal (7, 12, 13), das sukzessive abgebaut wird, ersetzt Da- 
10 bei ist zu erwarten, dass der in vitro gezuchtete Knorpel im Grenzbereieh 11 
mineraiisiert wird. 



Figuren 17 bis 20 zeigen encbondrale und osteocbondrale Defekte, die mit 
15 beispielhiften Ausfuhmngsformen von erfindungsgemassen Implantaten repa- 
riert sind. 



Figur 17 zeigt einen zu einer definienen Form aufgebohrten oder ausgeschnit- 
20 tenen, enchondralen Defekt, einen Defekt also, der in der nativen Knorpel- 
schieht 20 liegt und das unter der Knorpelschicht 20 liegende Knochengewebe 
21 nicht tangiert. Ein deraxtiger Defekt ist im Humanfall hpchstens etwa 3mm 
tief und kann sich uber einen beliebigen Bereich einer Knorpelschicht er- 
strecken. In den aufgebohrten oder aiisgeschnitterien Defekt wird ein Stuck 
25 Knorpelgewebe 10' eingesetzt, das beispielsweise in einer Anordnung gemass 
Figur 1 geziichtet wurde und das nach der Zuchtung gegebenenfalls durch 
Schneiden oder Stanzen auf die Form des Defektes gebracht wurde. 
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Bei kleinen Defekten geniigi es, fur eine genugende Fixiening des Impiantates 
im Defekt. dieses beim Einbringen leicht elastisch zu deformieren (press fit). 
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Bei grossereh DeTekien wird das Implantat nut bekarinten Mitteln befestigt 
■'bdspieiiweise mit.binem Stutk- ^octfeiiKaut d&hiter gen&tode-rjeklebt ■ - 
wird, mil eiriem Klebef, def zwischen nativem Knorpel und Implantat einge- 
bractit wird (z BJ' Fibnrikleber), oder durck Vernahen mit dem nauven Knbr- 

peL : -y • . * 



Figur 18 zeigt einen zu einer defimenen Form aufgebohrten, Ideineren osteo- 
chontiralen Defekt (fiadiige Ausdehnung bis ca. 10mm, Tiefe bis zu ca 3mm 

10 im Knbchen), ein Defekt also; der hicht nur die native Kxiorpeischicht 20 
sqndern aueh das darunterliegende Kriochengewebe 21 betrifft. Dieser Defekt 
ist mit . eiriern taplantat gemass Figur. 15 repariert, welches Implantat mit 
einem oder mehrereh Pins befestigt ist. Es sind zwei Pins dargestellt. Der eine 
Pin 22.1 wird vom Chifurgen von der Oberflache durch das Implantat getrie- 

15 ben, der andere Pin 212 ist vorgangig in der Knbchenersatzplatte 7 des Im- 
plantates angeordnet worden und wird durch Pressen auf die Implantatsober- 
Qache in den Knochen getrieberi. Je nach flachiger Ausdehnung des Defektes 
werden ein Pin oder .eine Mehrzahl v6n Pins angeordnet. 



Selbstverst&ndlich ist es auch mogiich, das Implantat gemass Figur 18 mit 
anderen Fixierungsmitteln als mit Pins (m Defekt zu befesiigen. 



25 Aus der Figur 18 ist ersichtlich, dass die betrachtlichen Scherkrafte, die bei 
der Belastung von Geleiiken auf den Grenzbereich zwischen Knochen 21 und 
Knorpel 20 wirken t im Bereiche des reparierten Defektes vom Grenzbereich 
11 ubernommen werden, In dem die in vitro gezuchtete Knorpelschicht 10 mit 
der Knochenersatzplatte 7 verwachsen ist. 
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Anstelle des aus emer in vitro gezuchteten Knorpelschicht 10 und einer Kno- 
chenersatzplatte 7 bestefienden tajfftant^ Figur 18 dargestellt 

isu fcann derselbe Defekt ;auch r^ in 
vitro: gezuchteten Stii^ 

repariert werden Zur Aufnahme der Scherkiafte ^uid in einem solchen Falle 
beispielsweise durchgehende Pins 22.1 vofzuseherf: 



Figur 19 zeigt einen aufgebohrten, ostfeochondraleii Pefekt, der bis in erne 
10 Tiefe von beispielsweise 20 bis 30rrim- pMpariert und dlurch Implantation eines 
erfindungsgemassen Implantates gemass Figur 16 repariert worden ist. Scher- 
Icrafte auf das Implantat werden wiederurri durch die Verwachsung zwischen 
Knorpelschicht 10 und Knoehenersatzplatte 7 aufgenommen. Da die Zement- 
verbindung 13 im nativen Knochen 21 liegt, wird sie auf Scherung nicht bela- 
15 stet und braucht aus diesem Grunde nicht durch einen Stift verstarkt zu wer- 
den. 



Die in der Figur 18 dargestellte Reparaturstelle kann auch erstellt werden, 
20 indera der untere Teil der Bohrung mit einem Knochenersatzmaterial gefullt 
wird und indem auf diesem Material gegebenenfalls mittels einer Zement- 
schicht 13 ein Implantat gemass Figur 15 implantiert wird. 

25 Fur grossere osteochondral Defekte konnen im Sinne einer Mosaikplastik 
eine Mehrzahl von Implantaten gemass Figur 19 vorgesehen werden. 
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Figur 20 zeigt einen grossen und tiefen osteochondral Defekt. Dieser ist 
deran gross, dass die neu zu ersrellende Knorpelflache nicht mehr mit einer 
ebenen Flache angenahert werden kann. Ein derartiger Defekt kann, wie 



■ V - • * 




weiter oberi angedeutei, durcK erne Mosaikplasuk repanert werden E)a aber 
die erfindungsgemassen Implantate in ihrer flachigen Ausdehnung, mcht be- 
sehrankt siiid and da/deren Knpchenersatzpiatten 7 auch aus eihem ; pl^useh 
verformbaren Material bestehen konnen, lasst sich der Defekt eihfacher ge- 
mass Figur 20 nut eihem lmplantat gemass Figur IS repaneren. Zu diesem 
Zwecke wird der Defekt auf eine Tiefe von einigeri. N^lirnetern "in/tfen--;K4pT 
chen 21 zu einer definierten Form ausgeschrutten, werden ttefere Stellen nut 
emem plastisehen Knochenersatzmatenal gefullt und wird das Impiantat lm 
Defekt pdsitioniert und mit geeigneten Ntitteln fixiert. 
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P A TENT A NSP R U CHE 



Verfahren zur in vitro Herstellung von Knorpelgewebe und von Implanta- 
ten, die mindestens teilweise aus Knorpelgewebe bestehen, ausgehend 
^yori yitalen Zelle^ die die Fahigkeit haben, eine extrazeliulare Knorpel- 
matrix zii bilden; dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen in einen Zell- 
rabiii (1). eingebracht und zur Bildung einer extrazellularen ICnorpeLmatrix 
in diesern Zellraum (1) belassen werden, wobei pro cm 3 Zellraum 5xl0 7 
bis 10 9 Zellen eingebracht werden, wobei der Zellraum (1) mindestens 
teilweise durch eine semipermeable Wandung oder eine als Konvektions- 
barriere wirksame offenporige Wandung von einem den Zellraum (1) urn- 
gebenden Kulturmedium-Raum (2) getrennt ist. 

Verfahren nach Anspruch I, dadurch gekennzeichnet, dass aus entspre- 
chehden Geweben isolierte Chondrozyten, mesenchymale Stammzellen, 
andere mesenchymale Zellen oder Fibroblasten oder Mischungen der 
genannten Zelltypen oder Gewebeteilchen, die mindestens einen Typ der 
genannten Zellen enthalten, in den Zellraum (1) eingebracht werden. 

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen vor 
dem Einbringen in den Zellraum (1) in einer Zellkultur vermehrt werden. 

Verfahren nach einem der Anspriiche I bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Zellraum (1) wahrend der Kulturzeit im Kulturmedium-Raum 
(2) stationar angeordnet ist oder darin bewegt wird und dass mindestens 



tin Tell der Zeilraumwandurig. aus eirier/sehtipermeablen Membran out 

— . ^er^ 

5 5. Veffahren nach Anspruch 4, daclurch gekerinzeichnet, dass innerhalb des 
Zeliraurhes eine offehporige, starre oder plastisch deformierbare Platte 

10 6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Zellraum (i) wahrend. der Kulturzeit im Kulturmedium-Raum 
(2) stationar angeordnet ist und dass mindestens ein Teil der Zeilraum- 
wandurig als offenporige Schicht rait Poren von bis zu ca. 20um ausgebil- 
det ist. 

15 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die offenpori- 
ge Schicht eine Platte (7) aus einem Knochenersatzmaterial ist und dass 
der Zellraum (1) derart angeordnet ist, dass die Platte (7) unten ist, so- 
dass die in den Zellraum (1) eingebrachten Zellen sich auf der Platte (7) 
absetzen. 



8. Anordnung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 
I bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass sie einen Zellraum (1) aufweist, 
welcher Zellraum (1) mindestens teilweise durch eine semipermeable 
Membran (3) oder eine als Konvektionsbarriere dienende offenporige 
Schicht von einem den Zellraum (1) umgebenden Kulturmediurn-Raum 
(2) abgetrennt ist. 
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"■■ 9: Aiiordhu^^bach- Ax£spruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die semiper-. 
iriea^ Durchlassigkeit von lO'OOO bis. 100*000 Dalton 

hat.' 

- 5 : - : 

10. Ariordhung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die als Kon- 
vektiortsbarriere dieriende Schicht eiiie offene Porositat von 1 bis 20viin 
aufweist"und eine Dieke von 0,5 bis 3mm haL 

10 

11. Anordnuhg nach einem der Anspniche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Zellfaum (1) eine flachige Form mit zwei im wesentlichen par- 
allelen Stirnflachen aufweist und dass die beiden Stirnflachen durch serai- 
permeable Membrane (3) oder durch offenporige Schichten gebildet sind. 



12. Anordnung nach einem der Anspniche 10 oder 11, dadurch gekennzeich- 
net, dass die offenporige Schicht eine starre oder plastisch verformbare 
Platte (7) aus einem biologisch abbaubaren oder nicht abbaubaren Kno- 

20 chenersatzmaterial ist und dass der Zellraum im Kulturmedium-Raum (2) 

derart angeordnet ist, dass die Knochenersatzplatte (7) unten ist. 

13. Anordnung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Kno- 
25 chenersatzplatte (7) auf ihrer gegen das Innere des Zellraumes gewand- 

ten Oberflache Unebenhetten mit Grossen von mindestens 20um auf- 
weist. 



5- 
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14, Anortiri^ der Anspriiche 12 bder 13; dadurch gekenhzeich- 

net, dass die Kriocfeenersatzplatte (7) auf threr vom Zellraum abgewand- 
c£n Seite eirie Porositat von 300 bis 700um aufweist 



15; v Anbrdnu^ Anspriiche 12 bis 14, dadurch gekennzeichr 

■'/rt^iss iussdrliaJb der Knochenersatzplatte (7) eine weitere durchlassige. 



16. Zellraum begrehzt durch eine Wandung, die mindestens zum Teil aus 
einem offenpbrigen Knochenersatzmaterial besteht, als Teil einer Anord- 
riung nach einem der Anspriiche 12 bis 15. 



17. Implantat hergestellt nach dem Verfahren gemass einem der Anspriiche 5 
bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Platte (7) aus einem offenpo- 
rigen Knochenersatzmaterial aufweist, deren Oberflache mindestens teil- 
weise mit einer in vitro geziichteten Knorpelschicht (10) bedeekt ist, wo- 
20 bei das Khorpelgewebe der Knorpelschicht (10) durch Einwachsen in 

Poreii und Oberflachenunebenheiten des Knochenersatzmaterials in die- 
sem verankert ist. 



25 18. Implantat nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass die Platte (7) 
aus Knochenersatzmaterial mindestens in dem der Knorpelschicht (10) 
zugewandten Bereich Poren in der Grosse von 1 bis 20>im aufweist und 
eine Dicke von 0,5 bis 3mm hat. 
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10 



15 



20 



19; linplantat naeh einem der Aflspruche 17 oder 18, dadurch gekennzeich- 
net,, dass die Platte (7) aus Knoehenersatzrnatenal durch sine Zement- 
schicht 03) rrii^eiherh weiteren Teil (12) .aus ^o'chetiersatzmaterial yer- 
bunderi 1st. 



201 Implantat nach eiiriem der v^pniche 17 bis 19< dadurch gekerinzeichnet, 
dass: es start #der plastiseh Ivfcrforriibar ist. 



21. Verwendung des^ Verfahrehs nach einem der Ajispriiche 1 bis 7 zur Her- 
steliung von Iraplantaten zur Reparatur von enchondralen oder osteo- 
chondral Gelenk-Defekten. 



22. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 4 oder 6 
zur Herstellung von Gehorknochen, Nasenknorpeln, Orbitalboden, Oh- 
renmuschein oder von Teilen davon. 



23. Verwendung des Implantates nach einem der Anspriiche 17 bis 20 zur 
Reparatur von enchondralen oder osteochondralen Gelenk-Defekten. 
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